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 従来のオリゴヌクレオチドマイクロアレイ法の遺伝子増幅過程では、16S rRNA 遺伝子の全長を PCR により増幅
する方法が用いられている。本研究では、細菌から抽出した DNA 上の 16S rRNA 遺伝子を増幅する過程において、
multiplex PCR と in vitro 転写反応の併用を試みた。16S rRNA 遺伝子上の重複しない４つの領域に対し multiplex 
PCR を行うことにより、16S rRNA 遺伝子の全長を増幅させるとともに、増幅産物を約 300 bp に断片化でき、二次
構造の形成を抑制することができる。また、増幅産物の長さが約 300 bp と短いことから、遺伝子増幅に要する時間
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を大幅に短縮できる。さらに、マイクロアレイで標的とする核酸を一本鎖 DNA でなく、一本鎖 RNA とすることで
熱力学的安定性が向上し、検出感度が上昇する。したがって、これらのことより multiplex PCR により増幅した産物
を in vitro で RNA に転写し、標的核酸とすることで、迅速化、高感度化が期待できると考えた。その結果、試料調




より選択した 12 種類の水系感染症起因菌の 16S rRNA 遺伝子塩基配列を遺伝子データベースより入手し、それぞれ








DNA プローブでは偽陽性を生じた ES プローブの BNA/DNA キメラプローブである ES-b-nh プローブでは、標的と
する大腸菌と標的としない細菌のそれぞれから得られる熱解離温度の差は 10℃以上と大きく、大腸菌のみの特異的検
出を可能とした。 
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 さらに設計した遺伝子プローブの特異性を向上させるため、人工核酸 BNA を導入した遺伝子プローブ（BNA/DNA
キメラプローブ）を用いた検討を行った。また遺伝子プローブを用いた細菌検出の汎用性を高めるため、プローブを
微小粒子に固定化したビーズアッセイを作製した。この結果、DNA プローブでは特異的な検出ができなかった細菌
種の検出が可能となった。また、河川水に添加した複数の水系感染症起因菌を同時に検出することができ、本手法が
水環境中の病原細菌のモニタリングに応用できることを示した。 
 本研究は遺伝子プローブを用いて迅速かつ高感度、特異的、網羅的な水系感染症起因菌の検出を可能とし、さらに
ビーズアッセイにより汎用性を高めている。本手法を水系感染症起因菌のモニタリングに使用することにより感染症
発生のリスクを低減し、水系感染症対策に寄与しうることから、本論文は博士（薬学）の学位に値するものと判断す
る。 
